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は じ め に

植物病原菌類の薬剤耐性菌が出現 し， 病害防除効果の
低下 を招 く よ う に な っ て か ら 四半世紀が経過 し た 。 こ れ
は 選択性が高 い 合成農薬 の使用 の 歴史 に そ の ま ま 重 な
る 。 薬剤耐性菌が出現す る 要因 と し て ， DEKKER (1976) 
は薬剤透過性の低下， 薬剤の分解 ・ 修飾 に よ る 不活化，
作用 点の質的 ・ 量的変化 な ど を あ げて い る 。 近年， 癌細
胞ゃ あ る 種の細菌では薬剤排出機構 に よ る 多剤耐性が大
き な 問題 と な っ て お り ， そ の 原因 と し て ABC ト ラ ン ス
ポー タ ー と 呼ばれ る 膜 タ ンパ ク 質の存在が明 ら か に な っ
た。 植物病原菌類 に も 同様の機構が存在す る 可能性 は す
でに予想 さ れて い た が (De W AAIW， 1997) ， 最近， 筆者
ら は， 実際 に植物病原菌類 に お い て も ABC ト ラ ン ス ポ
ー タ ー に よ る 薬剤耐性機構が存在す る こ と を遺伝子 レベ
ルでは じ め て 明 ら か に し た (NAKAUNE et  a l . ，  1998) 。 本
稿で は カ ン キ ツ 緑 か び病菌 を 中 心 に ABC ト ラ ン ス ポ ー
タ ー に よ る 多剤耐性機構 に つ い て 紹介す る 。

I 多剤耐性の メ カ ニ ズム

多 剤耐性 (multidrug resistance) と は， 医薬 ・ 農薬
に 限 ら ず化学構造や作用機構が相互 に 異 な る 複数の薬剤
に対 し て 同時に耐性 を 示す現象 を い う 。 ヒ ト の癌細胞ゃ
あ る 種の病原細菌 に お い て 多剤耐性が発達 し ， 薬物 に よ
る 治療 を 困難 に し て い る が， そ の 原因のーっ と し て ， 薬
剤排出 ト ラ ン ス ポ ー タ ー (P-糖 タ ン パ ク 質) に よ る 薬
剤の排出が関与 し て い る こ と が明 ら か に な っ た 。 こ れ ま
で に 多 く の薬剤排出 ト ラ ン ス ポ ー タ ー が同定 さ れ， こ れ
ら は構造上 よ く 保存 さ れた ATP 結合 カ セ ッ ト (ATP
binding cassette， ABC) を持つ こ と か ら ABC ト ラ ン ス
ポ ー タ ー と 呼 ばれて い る 。 で は， ABC ト ラ ン ス ポ ー タ
ー に よ る 多剤耐性獲得の メ カ ニ ズ ム は ど の よ う な も の で
あ ろ う か ? そ の鍵 は ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 発現量
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に あ る よ う で あ る 。 一般 に ， 多剤耐性 を 獲得 し た細胞で
は ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 構成 的発現 が充進 し て お
り ， こ の ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー が ATP を 駆動力 と し
て細胞質内 ま た は細胞膜 内 の 薬 剤 を 細胞外や液胞 へ輸
送 ・ 排出 し ， 細胞 内 の 薬剤濃度 を 低 く 維持す る こ と が耐
性獲得の メ カ ニ ズ ム であ る と 考 え ら れて い る 。 で は ， ど
の よ う な薬剤が基質 と し て認識 さ れ輸送 ・ 排出 さ れ る の
だ ろ う か ? 一般的 に は脂溶性 の 高 い薬剤 を 基質 と す る
傾向が あ る も の の， ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 基質特異
性 は低 く ， 広範な化合物 を 基質 と す る 。 し か し ， そ の基
質認識の メ カ ニ ズ ム に つ い て は い ま だ明 ら かで な く ， 早
急 に 解明 すべ き 課題のーっ と し て残 さ れて い る 。

こ の よ う な ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー に よ る 多 剤 耐 性
は， ヒ ト か ら 酵母や細菌 に 至 る 多 く の 生物種で確認 さ れ
て お り ， 生物 に普遍的 な 生体防御機構のーっ と 考 え ら れ
て い る が， そ れ ら の 詳細 に つ い て は 最 近 の 総説 (石川
ら， 1997 ; 植 田 ら ， 1997 ; AMBUDKAR et a l . ，  1998) を 参
照 し て い た だ き た い 。

E 植物病原菌類に お け る 多剤耐性

1 カ ン キ ツ 緑かび病菌の 多剤耐性

菌類の ス テ ロ ー ル合成系 に お け る 脱 メ チ ル化反応 を 阻
害す る 薬剤 (DMI 剤) は ， そ の 抗菌 ス ペ ク ト ラ ム が広
い こ と か ら ， 多 く の植物病害 に適用 さ れて お り ， 現在使
用 さ れて い る 殺菌剤の 中 で最 も 重要 な グ ル ー プの一 つ で

あ る が， 近年， 本剤 に対す る 耐性菌の 出現が懸念 さ れて
い る 。 DMI 剤 に対す る 耐性機構 は， 理論的 に は DMI 剤
の タ ー ゲ ッ ト と さ れて い る シ ト ク ロ ム P 450 の変異 で あ
る と 考 え ら れ る (DELYE et al . ，  1997) 。 し か し ， オ ラ ン ダ
の DE WAARD ら は， カ ン キ ツ 青 か び 病 菌 Penicillium
italicum に よ る DMI 剤 の細胞 内 取 り 込 み 量 の 測 定 実験
(DE WAARD and Van NISTELROOY， 1984) や非病原菌類で
あ る Asþergillus nidulans の ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー に
関す る 研究 (DEL-SORBO et al . ，  1997) の結果 な ど か ら ，
植物病原菌類 の DMI 剤 耐性 に も ABC ト ラ ン ス ポ ー タ
ー に よ る 薬剤排 出 系 が関与 す る 可能性 を 示 唆 し た (DE
W AARD， 1997) 。 一 方， 筆 者 ら は ， 酵 母 Saccharomyces
cerevisiae を 用 い た 実験 で， ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー の
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表ー1 カ ン キ ツ 緑か ぴ病菌 Penicillium digitatum の 多 剤耐性

各菌株.) に対す る EC50 お よ び MIC (μg/m / )  

薬剤 PD 5 DF 1 U 1  LC 2 M 1  1 1  

EC50 MIC EC50 MIC EC50 MIC EC50 MIC EC50 MIC ECso MIC 

Triflumizole 0 . 08 0 . 04 0 . 01 2 . 06 > 100 1 . 28 > 100 2 . 79 > 100 

Fenarimol 。 . 28 5 0 . 32 5 0 . 29 5 2 . 29 > 100 2 . 67 > 100 5 . 29 > 100 

Bitertanol 0 . 22 5 0 . 28 5 0 . 31 5 3 . 19 > 100 2 . 72 > 100 9 . 59 > 100 

Pyrifenox 0 . 37 10 0 . 64 10 0 . 75 10 > 50 > 100 > 50 > 100 > 50 > 10日

Cyc10heximide 0 . 07 1 0 . 04 0 . 09 1 0 . 16 2 0 . 28 2 0 . 18 2 

4 NQO 0 . 36 5 0 . 45 5 0 . 24 5 1 .  70 10 1 .  79 10  1 .  38 10  

Acriflavin 0 . 77 5 1 . 10 5 0 . 44 5 1 . 58 50 1 .  74 50 1 . 16 50 

.) : PD 5， DF 1 お よ び U 1 は DMI 剤感受性株 : LC 2， M 1 お よ び 1 1 は DMI 剤耐性株.

遺伝子 の一つ であ る PDR5 が DMI 剤耐性 に深 く 関与 し
て い る こ と を 明 ら か に し た ( 中 畝 ら ， 1996) 。 そ こ で，
植 物 病 原 菌 類 の カ ン キ ツ 緑 か び 病 菌 Penicillium
digitatum の DMI 剤耐性野生株 を 対 象 に ， 本菌 に お け
る DMI 剤耐性 に ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー に よ る 薬剤排
出系が関与 し て い る 可能性 を検討 し た 。 最初 に ， カ ン キ
ツ 緑 か び病菌 の 6 菌株 に つ い て ， DMI 剤 を 含 む各種の
薬剤 に 対す る 感受性 を 調 べ た 結果， DMI 剤耐性野生株
で あ る LC 2， M 1 お よ び I l の 3 株 は， DMI 剤感受性
野生株であ る PD 5， DF 1 お よ び U 1 の 3 株 に 比べ， ト
リ フ ル ミ ゾー ル， フ ェ ナ リ モ ルお よ び ビ テ ル タ ノ ー ル な
ど の DMI 剤 に 対 し て の み な ら ず， 多剤耐性 の研究 に よ
く 使用 さ れ る タ ンパ ク 質合成阻害剤 シ ク ロ へ キ シ ミ ド ，
突然変異誘起剤 4-nitroquinoline-N - oxide (4 NQO) 
お よ びア ク リ フ ラ ビ ン に対 し て も ， い ずれ も 高 い耐性 を
示す こ と が示 さ れた (表一1) 。 す な わ ち ， DMI 剤耐性 と
そ の他の化学構造や作用機作の 異 な る 薬剤 に 対す る 耐性
と の 聞 に 正の相関関係が認め ら れ， カ ン キ ツ 緑かび病菌
の DMI 剤耐性株 は 多 剤耐性で あ る こ と が明 ら か に さ れ
た (安達 ら ， 1996 ; NAKAUNE et aI . ，  1998) 。

2 カ ン キ ツ緑かび病菌の ABC ト ラ ン ス ポー タ ー

こ れ ま で に ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る ABC ト ラ ン ス ポ
ー タ ー遺伝子の塩基配列 お よ びそ の ア ミ ノ 酸配列 に は，
ATP 結合 カ セ ッ ト と 呼 ばれ る 極 め て 保存性の高 い配列
が存在す る 。 そ こ で酵母 S. cerevisiae の ABC ト ラ ン ス
ポー タ ー遺伝子 PDR 5 か ら ATP 結合 カ セ ッ ト を コ ー
ド す る 配列 を 含 む領域 を PCR で増幅 し， こ れ を プ ロ ー
プ と し て カ ン キ ツ緑かび病菌の相同遺伝子 を ク ロ ー ニ ン
グす る こ と と し た 。 ま ず， 灰色かぴ病菌 Botηtis ciner
ea の ゲ ノ ミ ッ ク ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ
て， ATP 結合 カ セ ッ ト を 含 み， PDR 5 と 相 向 性 が 高
い BMR l 断片 が得 ら れた 。 次 い で， こ の BMR l 断 片
を プ ロ ー プ と し て P. digitatum の ゲ ノ ミ ッ ク ラ イ ブ ラ
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リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し ， 4446 bp の open reading 
frame (ORF) か ら な る ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー 遺伝子
PMR 1 を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の ORF か ら 推 定 さ れ
る ア ミ ノ 酸配列 中 に は， 酵母 の ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー
で あ る PDR 5 や SNQ 2 と 同様 に ， 2 箇所 の ATP 結 合
カ セ ッ ト や 12 箇所の膜貫通領域が存在す る と 推定 さ れ
た (図ー1) 。 さ ら に ， PMR 1 が DMI 剤耐性 を 含 む 多 剤
耐性 に 関与 し て い る こ と を 直接的 に証明す る た め ， カ ン
キ ツ 緑 か び病菌 の 多 剤耐性株 LC 2 の PMR l 遺伝子 を
破壊 し た株 DIS 07， DIS 33 お よ び DIS 96 を 作製 し た 。
こ れ ら 遺伝子破壊株 の 各種 DMI 剤 に 対す る 感受性 を 調
べ た と こ ろ ， こ れ ら の 株 は DMI 剤 の ト リ プ ル ミ ゾ ー
ル， フ ェ ナ リ モ ル お よ び ビ テ ル タ ノ ー ル に 対 し て い ずれ
も 顕著 に 耐性 レ ベ ル が低下 し ( 口 絵写真①参照) ， こ れ
ら 薬 剤 の 遺 伝 子 破 壊 株 に 対 す る 50%生 育 阻 止 濃 度
(EC50 ) は感受性野性株 に 対 す る 値 と ほ ぼ同 じ で あ っ た
(表 2) 。 ま た ， 遺伝子破壊株 は薬剤j存在下で， 感受性野
性株 と 酷似 し た 菌糸 の生育異常 (菌糸先端の膨潤化や異
常分岐) を起 こ し ， 菌糸 の生育が阻害 さ れ る こ と も 確認
さ れた 。 以上 の こ と か ら ， カ ン キ ツ 緑 か び病菌の こ れ ら
の薬剤 に対す る 耐性 に ， PMR l 遺伝子の翻訳産物 で あ
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表 - 2 PMR 1 遺伝子破壊株の DMI 1\IJ感受性

薬剤 PD 5 

各菌株叫 に対す る ECso お よ び MIC (μ!g/mll  

DIS 07 DIS 33 DIS 96 LC 2 

EC50 MIC EC50 MIC EC50 MIC EC50 MIC EC50 MIC 

Triflumizole 0 . 08 0 . 44 10 0 . 37 10 0 . 48 10 2 . 06 > 100 

Fenarimol 0 . 28 5 0 . 33 5 0 . 28 5 0 . 37 5 2 . 06 > 100 

Bitertanol 0 . 22 5 0 . 20 5 0 . 17 5 0 . 24 5 3 . 19 > 100 

Pyrifenox 0 . 37 10 34 . 4  > 100 26 . 8  > 100 19 . 2  > 100 > 50 > 100 

剖: PD 5 は DMI 剤感受性株 : DIS 07， DIS 33 お よ び DIS 96 は PMR l 遺伝子破壊株 : LC 2 は DMI 剤耐性株

(多剤耐性株l .

る ABC ト ラ ン ス ポー タ ー が関与す る こ と が明 ら か に な
っ た (NAKAUNE et al . ，  1998) 。 し か し な が ら ， 同 じ DMI
剤に分類 さ れ る ピ リ フ ェ ノ ッ ク ス や シ ク ロ へ キ シ ミ ド な
ど そ の他の薬剤 に 対 し て は， 感受性の変化 は ほ と ん ど認
め ら れ な い か， あ る い は わ ず か に 変化 し た だ け で あ っ
た。 酵母 S. cerevisiae で は ゲ ノ ム 解析 に よ っ て 少な く と
も 22 種 の ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー 遺伝子 が 同 定 さ れ て
お り ， そ の 多 剤 耐性 に は 基 質 特 異 性 の 異 な る 複 数 の
ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー が関与 し て い る と 考 え ら れ て い
る 。 こ の こ と か ら ， 筆者 ら は， ピ リ フ ェ ノ ッ ク ス な ど に
対す る 耐性 に は PMR 1 と は 基質特異性 の 異 な る 他 の
ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー が関与 し て い る の で は な い か と
推測 し て い る 。 既 に ， カ ン キ ツ 緑 か び病菌か ら degen
erate primer 縮 重 プ ラ イ マ ー) を 用 い た PCR で
PMR 1 以外 の 複 数 の ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー遺伝子 を
ク ロ ー ニ ン グ し て お り ， 現在， こ れ ら ホ モ ロ グ遺伝子 に
つ い て 解析 を 進め て い る 。

3 PMR l 遺伝子の発現解析

DMI 剤耐性株 と 感受性株の間で， PMR l 遺伝子の発
現量 に差があ る か ど う か を 調べ る た め に ノ ー ザ ン プ ロ ッ
ト 解析 を 行 っ た 。 そ の 結果， DMI 剤 を 含 ま な い 液体域

地 で 培 養 し た 場 合， 耐 性 株 で は 感 受 性 株 に 比 べ て
PMR l の 構成 的 な 発現 量 が 数 倍 多 い こ と が 示 さ れ た
(N AKAUNE et aし 1998) 。 こ の結果 は， 多剤耐性 を 獲得 し
た ヒ ト の癌細胞や酵母 で は ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 発
現が充進 し て い る と い う 結果 と よ く 一致 す る 。 一方，
DMI 剤 を 添加 し た 液体培地 で培養 し た 後， 経時的 に 同
様の ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト 解析 を 行 っ た 実験 で は ， DMI 剤
耐性株お よ び感受性株 と も に DMI 剤 の 添加 5 分後か ら
PMR l の発現が顕著 に 誘導 さ れ る こ と が明 ら か に な っ
た (NAKAUNE et al . ，  1998) 。 こ の誘導的な発現量 は 10�
40 分後 に 最大 と な り ， 80 分後 に は 減少す る と い う パ タ
ー ン を 示 し た が， 両株間 で発現量や時聞 に 大 き な差は認
め ら れな か っ た (縄田 ら ， 1998) 。 こ れ ら の結果か ら ，
耐性株では PMR l 遺伝子の プ ロ モ ー タ ー領域 あ る い は

そ の 発現 を 制 御 す る 遺伝 子 に 何 ら か の 変 異 が 生 じ ，
PMR l 遺伝子が構成 的 に 高発現 し て い る と い う 可能性
が考 え ら れた 。 以上か ら ， 耐性 と 感 受性 の 差 は PMR 1 
遺伝子の構成的発現量の 差 に 起因 し ， 耐性株では， 高発
現 し て い る PMR l が極 め て 迅速 に DMI 剤 を 細胞外 に
排出す る こ と に よ り DMI 剤 に よ る 血害か ら ま ぬがれ，
結果 と し て 高 い薬剤耐性 を 示す よ う に な る も の と 推定 さ
れた。 た だ し ， こ れ に 加 え て ， DMI 剤 の 標 的 と な る シ
ト ク ロ ム P 450 の 脱 メ チ ル 化 酵 素 (P 450川M ) の 変 異
あ る い は そ の 高発現な ど も 耐性 に 関与 し て い る 可能性 は
否定で き な い こ と か ら ， 現在， こ の点 に つ い て も 詳細 な
解析 を進め て い る 。

4 各種植物病原 菌 類 に お け る ABC ト ラ ン ス ポー タ

一遺伝子の存在

上記の よ う に ， ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー が カ ン キ ツ 緑
か び病菌 の DMI 剤耐性 に 関与 す る こ と が明 ら か に な っ
た 。 そ こ で， カ ン キ ツ 緑か び病菌以外の各種植物病原菌
類 に も ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー 遺伝子が存在す る か否 か
を検討 し た 。 す な わ ち ， イ ネ い も ち 病菌 ( Magnaþoげhe
grisea) ， イ ネ 紋枯 病 菌 ( Thanat，ψhorus cucumeris) ， 
タ バ コ 赤 星 病 菌 ( A lternaria alternata tobacco 
仰tho切e) ， ウ リ 類炭痘病菌 ( Colletotorichum lagenar
ium) ， ト マ ト 萎 凋 病 菌 (Fusarium 0.砂ψorum f. sp 
lycoþersici) ， 灰 色 か ぴ病 菌 (Bo(ηtis cinerea) お よ び
ジ ャ ガ イ モ 疫病 菌 (Phyfoþhthora infestans) の 計 7 種
に つ い て ， P. digitatum の PMR 1 遺伝 子 と 他 の ABC
ト ラ ン ス ポ ー タ ー遺伝子聞 で特 に 保存性 の 高 い ATP 結

合カ セ ッ ト を コ ー ド す る 領域 を プ ロ ー プ と し て ， ゲ ノ ミ
ツ ク サ ザ ン プ ロ ッ ト 解析 を 行 っ た 。 そ の結果， す べ て の
菌株 に お い て 明瞭 な シ グ ナ ルが検 出 さ れ， ABC ト ラ ン
ス ポ ー タ ー遺伝子が各種植物病原菌類 に も 普遍的 に 存在
す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た ( 口 絵写真②参照) (李 ら ，
1997) 。 す で に ， 灰 色 か ぴ病 菌 か ら は， BMR 1 を ク ロ
ー ニ ン グ し て 全塩基配列 を 決定 し ， こ れが ABC ト ラ ン
ス ポ ー タ ー遺伝子で あ る こ と を確認 し て い る (牧住 ら ，
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1998) 。 な お， カ ン キ ツ 緑か び病菌以外の植物病原菌類
で は ， 本稿の執筆時点で， 欧米 に お い て イ ネ い も ち病菌
と灰色かび病菌か ら ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー遺伝子が そ
れ ぞ れ ク ロ ー ニ ン グされ， 塩基配列 デー タ ペー ス に登録

されて い る 。

お わ り に
カ ン キ ツ 緑 か び病 菌 の ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー が

DMI 剤耐性 に 関与す る ことが明 ら か に な り ， さ ら に 各
種の植物病原菌類が広 く ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー を備 え
て い る ことが判明 し た 。 今の ところ， 他の植物病原菌類

で は ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー の薬剤耐性への 関 与 は 明確
に証明され て い な い が， ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー に よ る
薬剤排出機構 は生物 に普遍的な生体防衛l シ ス テ ム の一つ
であ る ことか ら ， 他の植物病原菌類の薬剤耐性 に も 何 ら
かの関与を し て い る と考 え る の が妥当であろう 。 従来，
植物病原菌類の薬剤耐性機構と し て ， この よ う な ABC
ト ラ ン ス ポー タ ー が関与す る 薬剤排出機構の存在 はほと

ん ど知 ら れて い な か っ た が， 今後はこの機構の重要性が
広 く 認識され る よ う に な る も のと思われ る 。 さ ら に ， こ
の薬剤排出機構が薬剤の抗菌 ス ペ ク ト ラ ム を決定す る 要
因の一つであ る 可能性 も ト分考 え ら れ る の で， 以後， こ

れ ら の点 に つ い て も 検討す る 必要があ る 。 一方， 数種の
菌類の ABC ト ラ ン ス ポー タ ー遺伝子が フ ァ イ ト ア レ キ
シ ン耐性や毒素な どの分泌に も 関与す る 可能性が指摘さ
れ て い る (DEL-SORBO 巴t al . ， 1997 ; DE Wi\i\RD， 1997 ; 中

畝 ら ， 1999) 。 ま た 最 近， イ ネ い も ち病 菌 に お い て ，
ABC ト ラ ン ス ポ ー タ 一巡伝子 ABC 1 に 変 異 を 持 つ 株
は イ ネ に 対 し て 病 原性 を 示さ な い こと が 報 告 さ れ た
(URßAN et al . ，  1999) 。 これ ら の ことは ABC ト ラ ン ス ポ
ー タ ー が薬剤耐性の み な ら ず， 菌類の病原性 に も 関与 し
て い る 可能性 を強 く 示唆 し て い る 。 今後， 植物病原菌類
の ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー に 関 す る 研究が進展 し ， そ の
機能の詳細が明 ら か に され る ことを大 い に期待 し た い。
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